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Disposition

Rutinmassig epidemiologisk typning | Stockholm — Nuvarande, med
aterkoppling fran inventering till klinikledningen.

Metoder
Urvalskriterier
Rapportering

Erfarenheter fran pilotforsok — 10 MRSA och 10 ESBL-
producerande E. coli och K. pneumoniae.

Forslag till ett framtida flode for epidemiologisk typning

Vad aterstar att gora innan NGS implementerats fullt ut for vara
epidemiologiska typningar?




1. Epidemiologisk typning Karolinska 2015

s e

1769 1563
Enterococcus species, PFGE 51 50
Staphylococcus species, PFGE 907 883
Escherichia coli, rep-PCR 434 388
Escherichia coli, PFGE 87 82
Klebsiella pneumoniae, rep-PCR 228 211
Klebsiella pneumoniae, PFGE 50 46
Pseudomonas aeruginosa, PFGE 7 7

Enterobacteriaceae, PFGE 5 5




E. coli — utbrott Stockholm
rep-PCR-analys och PFGE-typer

DENDROGRAM
Eg}ersilah Ui 4
#24H Key Sample ID Chip Subspecies  Strain
=1 EU00007 68 PFGE EC 2006_1 | | /]
—
m 2 EU0D9D032 68 PFGE EC 2008 _1 | | |
W3 EUDG0793 27  EC2008_16 PFGEEC 2008_1 | | |
ma EUD9D252 27  EC2006_12 PFGE EC 2009 _1 | | | |
‘: ms5 EU00283 27 EC200612 PFGEEC20091 | | |
L Em& EUDSD284 27  EC2006_12 PFGEEC 2009 _1 | | |
m7 EUDB0445 6B PFGE EC 2007 _1 | ||
i

E & EU0OED450 6% PFGE EC 2007 _1 | | |

m9  EUDB0324 27  EC2006_1  PFGEEC 2007_1 | | |

— 10 11ET500682 74 | | |

E 11 1IET500681 74 | | |

12 11ET500684 74 | | |

13 11ET500683 74 | | |

m14 EUOBD464 68 PFGE EC 2007 _2 | H

_|: mi5 EUOS0489 68 PFGE EC 2007 _2 | | |

mig EU0S0446 27 EC 2006_7F PFGE EC 2007 _2 | | |

2 Similarity




Rapportering till klinik via LIS

1. K.pn PFGE : Kand typ PFGE KP 2009 2

| ett tidigare provsvar har ni fatt information om att patienten har en
ESBL-bildande bakteriestam. Ovan redovisas resultatet av epidemiologisk
typning av bakterieisolatet.

Enligt dnskemal fran Smittskydd Stockholm har epidemiologisk typning
genomforts. Information om detta typningsresultat skickas ocksa till Vardhygien.

..och till Vardhygien genom att
typningsresultatet 1aggs in pa fall i NYSA

Begaran om typning eller typningsjamforelse
skickas i mall till funktionsbrevlada pa
mikrobiologen.

e )



Epidemiologiska typningar (ET-serien)
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2. Pa vems uppdrag utfors epidemiologiska
typningar?

MRSA — Smittskydd och Vardhygien, samt i vissa fall
lab/avdelningen for utredning av labkontamination och
provforvaxling.

VRE — Smittskydd och Vardhygien
Gramnegativa stavar — Smittskydd och Vardhygien, samt i

vissa fall avdelningen for smittutredning av
karbapenemresistenta P. aeruginosa




Vardhygiens behov av epidemiologiska typningar sammanstallt 160120

Skickastill A'ln!a lversen och Bjorn Eriksson

Agens Behov Motiv Svar o tolkning
MRSA Alla typas Smittsparning underlittas och utredning | Swvaret skavara tillrdckligt
garsnabbare. diskriminerande for att
Upptacker okdndasamband och bristeri | Vardhygien inom 2 veckor ska
hygienrutiner. kunna avgdra om smittspridning
ar sannolik.

VRE Alla typas Smittsparning underldttas och utredning | Svaretskawvara tillrackligt
Metod som medférenhetlighendmningpa | garsnabbare. diskriminerande for att
stammar Upptédcker okdndasamband och bristeri | Vardhygien inom 2 veckor ska

hygienrutiner. kunna avgdra om smittspridning
Tidig upptackt av samband far att gbra ar sannolik.
atgarderfarhindrastora

smittspridningar.

ESBL Isolat fran riskenheter® typas alltid. Snabbtupptacka smittspridning och Svaret skawvara tillrackligt
(*alla IVA-avdelningar inkl. ECMO, neg, bristerirutiner pga extra kdnsliga diskriminerande for att
transplantation, hematolog, CAST, njurmed, | patienter. vardhygien inom 2 veckor ska
urologi ye.e..) kunna avgdra om smittspridning

ar sannolik.
Alla isolat fran slutenvard sparasunderen | efterhand uppticka smittspridning och
period {som &r tekniskt majlig utan frysning) | bristerirutiner.
Onskemal att alla isolat fran smittsparning Snabb upptickt att smittspridning skett.
typas (under forutsattning att det framgar
av remissen)
ESBLcarba Alla typas Smittsparning underldttas och utredning | Svaretskawvara tillrackligt

garsnabbare.
Upptackerokindasamband och bristeri
hygienrutiner.

diskriminerande for att
Vardhygieninom 2 veckor ska
kunna avgdra om smittspridning
ar sannolik.




Vardhygiens behov, forts

Ovriga Typning pa begéaran
Ex.Pseudonomas, (Enfordelom alla arter kan typas)
stenotrophomonas,

Acinetobacter,
Serratia, KNS, GBS

Smittsparning underlittas och utredning
majliggars.

160120

Christina Stamm

Ann Tammelin
Ann-Christine Karell-Tegle
Anders Samuelsson

Aysel Kulbay

Anne Tideholm Mylén




Smittskydds behov

Smittskydd Stockholms behov av epidemiologiska typningar sammanstallt 160125

Skickas till Aina Iversen och A-C Karell

+

Agens Behow Komentar

MRSA Alla nya fall typas Underlitta och snabba pa utredningar
Gamlafall som skriveini SLV+SAB0O, Tidig upptdckt av samband
Gamla fall v b efter diskussion med Smittskydd Upptécka okdnda samband

Underlagfar eventuell smittsparning

Onskemal att alla isolat fran smittsparning typas sa snart Uppticka brister i hygienrutiner
som mijligt, under férutsdttning att det framgar av Farhindrasmittspridningar inom och mellan enheter
remissen.

VRE Alla nya fall typas Seovan

Garmla fall b efter diskussion med Smittskydd

Onskemal att alla isolat frén smittsparning typas sa snart
som mdjligt, under férutsatining att det framgar av
remissen.

ESBLcarba Alla nya fall typas Se ovan

Onskemal att alla isolat fran smittsparning typas sa snart
som mijligt, under férutsdttning att det framgar av
remissen.

ESBL Iszlat fran riskenheter® typas alltid. Snabbtuppticka smittspridning och bristeri rutinerdar detfinns
extra kdnsliga patienter.

Onskemal att alla isolat fran smittsparning typas sa snart
som mijligt, under férutsdttning att det framgar av Snabb upptdckt att smittspridning skett.
remissen.

*Meonatalavdelningar, WaA-enheterinkl. ECMO (viktigt att dessa enheter &r synkroniserade med kommande HP far MIRB)

2016-01-25

Anna Hammarin, Ulla-Britt Thollstrom & Bjorn Eriksson




3. Bedom om omfattningen ar for stor, adekvat eller
for liten? Slutsatser fran inventeringen av
Vardhygiens och Smittskydds behowv.

En adekvat omfattning bdr vara att kunna svara upp mot
Vardhygiens och Smittskydds behov och vid behov kunna svara
pa typningsfragor/ jamforelsesfragor och utféra mer avancerad
analys (MRSA, VRE, ESBL, ESBL-CARBA).

MRB fran smittsparning bér ga automatiskt till typning.

Urvalet for rutinméassig typning av ESBL/ ESBL-CARBA kan ha
landat alltfor snavt.

MRSA fran vissa grupper (t.ex. reservnr) har tidigare namnts som
mojliga att inte utfora epidemiologisk typning pa.

Svarstiderna kan forbattras (inom 2 veckor).




4. Berdkna resursatgang for att uppratthalla
diagnostiken (matt | BMA-tid, molekylarbiologtid,
lakartid).

Avd Yrkesgrupp Tidsatgang/ vecka

Hygien Solna BMA 4 h
Molekylaren Solna BMA 25-40 h
Fragor/utredningar Solna Mikrobiolog 4 h
Hygien Huddinge BMA 4 h
Molekylaren Huddinge BMA 40 h
Molekylaren Huddinge Mikrobiolog/ l&kare 12-16 h
Databasunderhall och Mikrobiolog 12 h

typningsfragor Huddinge

2,2 BMA och 0,75 mikrobiolog (eller delvis lakare)




5. ldentifiera andra aktorer som utfor epidemiologiska
typningar och sakerstall att vi inte utfor dubbelarbete.

Folkhalsomyndigheten — nationell 6vervakning
« MRSA - spa-typning och PVL-toxin (e] NGS)
* VRE — cgMLST (NGS)
« ESBL-CARBA -resistensgener, MLST (NGS)
For snabbt resultat debiteras analyserna (i annat fall aterkopplas
resultatet efter lang tid (upp till flera manader)
Diskussion initierad for att samarbeta kring data.

Misstankta ESBL-CARBA-isolat — bor skickas till Fohm for
utredning (gratis)




0. Inventera alternativa tekniker och externa aktorer
som kan frigora resurser hos oss.

Next generation sequencing (NGS) -teknik mgjliggdér samma
flode for epidemiologisk typning av samtliga aktuella bakteriearter
MRSA, VRE, E. coli och K. pneumoniae ESBL och ESBL-CARBA

« MLST

« Resistensgener

e core genome MLST (cgMLST)

« Single nucleotide polymorphism (SNP) analys




/. Epidemiologiska typningsmetoder

Nulage
Olika metoder - flera floden

PFGE - lag reagenskostnad, mkt
hands-on tid

Diversilab — hogre
reagenskostnad, mindre arbetstid

Kvalitet — begransad av vaxande
databaser, vilket gor att analysen
tar langre tid. Subjektiv analys

Dialog med Smittskydd och
Vardhygien har stor betydelse vid
analys.

Onskelage

Ett flode

Extraktion och kontroll av renhet,
darefter overlamning

Data tillbaka som analyseras
och svaras

Kostnadseffektiv, palitlig
epidemiologisk typning (Dyr nu)

Mgjlighet att fordjupa analysen
vid behov.

Dialog med Smittskydd och
Vardhygien vid fragor om
fordjupad analys.




NGS-teknik hos externa aktorer
(Inventering utford | februari 2016)

SciLifeLab

lllumina
Stora volymer pressar priset, tart 2 ggr/v

Ca 1500 kr/prov om vi skickar ca 30-40
isolat/vecka.

Levererar konsensusdata i fastg-format

Analysen utfors i etablerade databaser t.ex
ResFinder

Avtal bor skrivas for att garantera leverans i
tid, t.ex inom 1 v.

Saknar bioinformatiker med mikrobiologisk
kompetens (november 2016 - tillfalligt?)

Majlighet for oss att bygga upp egen
kompetens med visst stdd.

Folkhalsomyndigheten
lon torrent (7 olika instrument)

Max 200 helgenom/vecka med nuvarande
kapacitet

Startar tisdag och fredag, skulle klara att ta
emot 30-40 isolat/v.

Ca 2500 kr/prov. Inget specialpris.

Ett svar med t.ex MLST-typ och
resistensgener levereras pa e-post.
Analysen gors i Bactyper, som utnyttjar
befintliga databaser som Fohm validerat.
Data ar tillgangligt via molntjanster.

Battre forstaelse for kliniska labs behov.
Total outsourcing av analysen.




Nytt uppdrag fran klinikledningen —
pilotforsok mha SciLifeLab

Utfor pilotforsok pa 10 isolat vardera av E. coli ESBL/ K.
pneumoniae ESBL och 10 MRSA. Valj ut unika typer och
utbrottsisolat och simulera hur rutinmassig preparation, skickning
och darefter dataanalys och besvarning skulle kunna utforas.




Sammanfattning arbetsflode NGS-teknik

-

+ Urval, uppodling, slamning i
ror

* Extraktion

« Mata DNA-koncentration
(Qbit)

+ Skapa bestallning (ticket)

« Overlamna platta med
extraherat DNA

e Mikro

~

e SCILIfelab

« WGS pa lllumina

« Data i form av 4 fastg-filer
levereras till cust015 som &r
tillgangligt via ftp-server

 Data hamtas fran ScilLifeLab
cust 015 och lagras lokalt pa
server U eller S.

* Filer paras ihop

* Filer laddas upp for analys
av sekvenstyp och
resistensgener pa
webbaserad databas CGE,
EnteroBase

* Resultaten lagras pa lokal
server eller i databasen.

 Tolkning av analysresultatet
i excel/ BioNumerics?

 Svara ut tolkningen till VH,
Smittskydd och ev kund

Mikro




Analys av NGS-data

Center for Genomic Epidemiology (CGE) — zipfiler laddas upp pa
hemsida och resultat erhalls via mejl efter ca 4 h.

« ResFinder

« MLST (E. coli #1, K. pneumoniae, S. aureus)
« Resultatet kan kopieras in 1 excelblad

e Gratis




http://www.genomicepidemiology.org/

Center for Genomic Epidemiology

Organization

Project Services Contact

Services

Phenotypi

Identifeation of scquired
antibiotic resisiance genes.
ResFinder

P Ceria's
pathogenicity towsrds
human hosts.
PathogenFinder

Identifeation of asquired
virulence genes.
VirulenceFinder

Typing:

ffCiti Locus Sequence
Typing (MLST) from an
assembled genome ar from
a set of reads

plasmids in total or partial
sequenced isolates of

PlasmidFinder

- Multi Locus Sequence
Typing (MLST) from an
assembled plasmid or from

- Prediction of bacterial
species using s fast K-mer
slgorithm.

KmesFinder

- Prediction of bacterial
species using the 516
ribasomal DNA sequence.
SpeciesFinder

= Fast prediction of bacterial
taxanamy.
Feads2Type

Fast DMA search engine.
Tapir

- Prediction of serotypes in
total or partisl sequenced
isolates of E. coli.
SeroTypeFinder

- SegSero pradicts the
Salmonells serotype of
either the pre-assembled or
raw read sequence dats
provided to the servics.
SeqgSero

spaTyper pradicts the
S.aureus spa type of either
the pre-sssembied or raw
resd sequence dats
provided to the service.
spaTwper

Phylogeny:

fmm---

]
1
(]
"
]
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Welcome to the Center for Genomic Epidemiology

The cost of sequencing a bacterial genome is $50 and is expected to decrease further in the

near future and the equipment needed cost less than $150 000. Thus, within a few years all
clinical microbiclogical laboratories will have a sequencer in use on a daily basis. The price of
genome sequencing is already so low that whole genome sequencing will also find worldwide
application in human and veterinary practices as well as many other places where bacteria are
handled. In Denmark alone this equals more than 1 million isolates annually in 15-20 laborateries
and globally up to 1-2 billion isolates per year. The limiting factor will therefore in the future not
be the cost of the sequencing, but how to assemble, process and handle the large amount of
data in a standardized way that will make the information useful, especially for diagnestic and
surveillance.

The aim of this center is to provide the scientific foundation for future internet-based solutions
where a central database will enable simplification of total genome sequence information and
comparison to all other sequenced including spatial-temporal analysis. We will develop
algorithms for rapid analyses of whole genome DMA-seq , tools for ly and
extraction of information from the sequence data and internet/web-interfaces for using the tools
in the global scientific and medical community. The activity is being expanded to also include
other microorganisms, such as vira and parasites as well as metagenomic samples.

News

Center for Genomic Epidemiology
spinout

June 2016

A spinout compsny has recently
besn founded on the basis of Center
for Genomic Epidemiclogy. Eead
more_

What Can We Learn from a
Metagenomic Analysis of a
Georgian Bacteriophage
Cocktail?

December 2015

Link to srticle.

WGS typing is a superior
alternative to conventional typing
strategies

August 2015

In combination with other available
WGS typing toals. E. coli serotyping
can be performed solely from WGS
dats, providing faster and chesper
typing than current routine
procedures. Link fo article

Introduction to microbial whole
genome sequencing and analysis
for clinical microbiclogist

April 2015

We offer clinical microbiologists the
possibility 1o lesrn how to use the.
toals for e.g. typing, identitying
plasmids, antbiotic resistance and
virulenoe genes and for
phylogenetic anslysis. Sign up..

Consortium to combat infectious
disease outbreaks

January 2015

The COMPARE project hss been
funded with 20 million Euros from
the EL). The Consortium consists of
20 partners with multidissipiinary
experiise in human heaith, animal
heslth and food safety. Resd
more...

Benchmarking of Methods for
Genomic Taxonomy

April 2014

How to optimally determine
taxanomy from whole gename
sequences. Link to srhicle.

CGE tools applied for
bacteriophage characterization
March 2014

Applying the ResFinder and
VirdlenceFinder web-services for
easy identification of scquired
sntibiotic resistance and E. coli
virulence genes in bacteriophage
and prophage nuclectide
sequences. Link to article..

Evaluation of Whole Genome
Sequencing for Outbreak.
Detection of Salmonella enterica
March 2014
We evelusted WGS for outbresk
detestion of Salmonella entarica
including different spprosches for
=nslyzing snd comparing with s

o




Center for Genomic Epidemiology

Home Instructions le abstract

ResFinder 2.1

ResFinder identifies acquired antimicrobial resistance genes in total or partial sequenced isolates of bacteria. )
Fasta file with test sequence: Test_sequence The database is curated by:
NOTE: Currently ResFinder focuses on acquired genes and does therefore not find chromosomal mutations (NAL, FUS, high-level CIP, RIF Vale_"ﬂ Bortolaia
resistance, etc.) (click to contact)

Wiew the version history of this server.

Select Antimicrobial configuration
Select mulfiple items, with Cirl-Click (or Cmd-Click on Mac)

Aminoglycoside ~
Beta-lactamase
Caolistin

Select threshold for %ID
[903% ~]

Select mini length
[602% v

Select type of your reads
|IIIumina - paired end reads Vl

If you get an "Access forbidden. Error 403™ Make sure the start of the web adress is hitps and not just http. Fix it by clicking here.

I} Isolate File

Name Size Progress Status
1_160629_HTGM3BCXX_16ET500153_GGTGTCTT 1.fastq.gz 107.71 MB '
1_160629_HTGM3BCXX_16ET500153_GGTETCTT_2.fastq.gz 109.29 MB




Principen for MultiLocus Sequence Typing

(MLST)

=T S
FEF TG 5

=T 5 TT I I
R 1 1
SETGTGE G

I I

I I

I I

I
=T = TT = L
=T 5 R
-~

I

I

ala =15

s =T 5

=T &
GEF TG E

=T =
SAST S

fumC Sequence (500 bp)

] lal71=

N ] =TS I R N

*Allele

O N

- combination of 7 genes in one isolates

adk fumC gyrB icd mdh pura reca
1 2 1 5 22 39 7
Seguence Alleles
eSeguence Types type (ST)
1 121522397
*Clonal Complex (CC) 2 121722397
3 151522397
4 151525394

Maiden et al., PNAS 95: 3140-45, 1998




@

¥ hitps://cge.cbs.diu.dk//cgi-bin/webface fegi?jobid=
5% https://cge.chs.dtu.dk//cgi-bin/webface fcgiZjobid=57CD444AD00020 AD176B1 FC6

L-ac i¥ Center for Genomic Epidem... %

Arkiv  Redigera  Visa Faveriter Verktyg  Hjdlp

N~ v [ dm v Sidav Sakerhetw Verktygv @~ [

C Genomic Epidemiolog "

Home Services Instructions Output OVS:;:Z: — Article abstract

ResFinder-2.1 Server - Results

Aminoglycoside

Resistance " - Query/HSP 5 Po: A Accession

aac Aminoglycoside
(3)-lla . 861 NODE_38_length_2655_cov_21.170622 100..960 resistance X51534

Resistance . e Predicted
gene phenotype




Analys av NGS-data

Alex 1928 Diagnostics
(https://alex.1928diagnostics.com/en/portal/1/) — zipfiler laddas
upp och resultat kan ses inom ett par minuter.

 S.aureus
« Toxiner, SCCmec
« Sekvenstyp och resistens
« De ar under utveckling och glada for input hur vi vill ha det.
« Kommersiellt
« Analys av S. aureus ska bli klar i borjan av 2017, darefter
ska analys av E. coli och K. pneumoniae utvecklas.



https://alex.1928diagnostics.com/en/portal/1/

1928 SaaS=
Software-

as-a-

Service

e )

=



ALEX 1928 Diagnostics

https://slex1928diagnostics.com/en/portal. L-ac H F&r oss inom KUL - Inuti @ ALex ‘ |

Arkiv  Redigera Visa Favoriter Verktyg Hijalp
%~ B - = & v Sidav Sakethet~ Verkyg~ @~
Z= English ~ ® Logout

SAMPLE INDEX .

Overview

& UPLOAD SAMPLE
Show g v entries Search:

© HELP
ID . NAME =  DATE s  STATUS - -
#19 Sept. 5 5, 4:05 p.m pending =
#18 Sept. 5 4:04 p.m. pending
#17 Sept. 5, 2016, 4:03 p.m. done
#16 2 0  HTGM3BCXX_M-MRSA2984_AGAAGCGT_1.fastq.c Sept. 5, 2016, 3:34 p.m pending
#1 1.160629_HTGM3BCXX_Q-MRSA-3163_GCAATTCG_1.fastq.gz Sept. 5, 2016, 3:29 p.m. done
#9 1.160629_HTGM3BOXX_M-MRSA5748_GTAGGAGT_1.fastq.gz Sept. 5 pending
#8 1.160629_HTGM3BCXX_M-MRSAS421_CACCTGTT_1.fastq.gz Sept. 5,20 pending
#7 1_160629_HTGM3BCXX_M-MRSA4910_AACAGGAC_i.fastq.gz Sept. 5, 2016, 3:27 p.m. done
#6 1_160629_HTGM3BCXX_M-MRSA4576_GTTAAGGC_1.fastq.gz Sept. 5, 2016, 3:27 p.m. done
#5  HTGM3BCXX_M-MRSA4340 Sept. 5, 2016, 3:26 p.m pending

Showing 1to 10 of 13 entries

100 %

ay




Resultaten kan exporteras till excel

P

| ] AR

L - —

)| @ nhttps://alex1928diagnostics.com/en/ portal/1L L-ac H [Ird Fér oss inom KUL - Inuti | & ALEX

Arkiv - Redigera Visa Favoriter Verktyg Hijilp
- B ~ = #®h v Sidav Sakerhet v Verktyg~ @~

ZE English ~ & Logout

#11-1 160629 HTGM3BCXX Q-MRSA-3163 GCAATTCG 1.fastq.gz — Sept 5, 2016, 29 p1

SAMPLE INDEX Resistances

CIPROFLOXACIN

4

& UPLOAD SAMPLE

CLINDAMYCIN (INDUCIBLE)

4

9 HELP

~ ERYTHROMYCIN
w GENTAMICIN
w ISOXAZOLYL PENICILLINS

w PENICILLINASE-LABILE PENICILLINS

Typing
~ MLST - TYPE: 228

v SCCMEC - TYPE:1

®100% -

5V

- B D0




—
Bda B - —— - - ———
@ 2)| @ nttps//alex 1928diagostics.com/en/ portal 11/
Arkiv  Redigera Visa Favoriter Verktyg Hialp

fi- 8 -

6r oss inom KUL - Inuti & ALEX | ‘

7 dmb v Sidav Sakerhet~ Verktyg v @~ &

EZE English + @ Logout

. +U

AD NEW SAMPLE

#11-1 160629 HTGM3BCXX Q-MRSA-3163 GCAATTCG 1.fastq.gz —

[N Raticnale for eliminating Staphylococcus breakpoints for B-lactam agents other than penicillin, exacillin or cefoxitin, and ceftaroline. = Link
SAMPLE INDEX

& UPLOAD SAMPLE Typlng )

9 HELP
4« MLST - TYPE: 228

arcC 1
aroE 4
glpF 1
gmk 4
pta 12
tpi 24

yqiL 29

= SCCMEC - TYPE:1
151272
ccral
ccrAz
ccrA3
ccrA4
ccrBi
ccrBz
ccrB3
ccrB4
ccrBé
ccrC

mecA

X ¢ X X X X X ¢ X X X & ¢

mecC

https://alex1928diagnostics.com/en/portal/11/2typing-2 0% -




Pilotstudien — ESBL-resultaten tyder pa att det racker med MLST i en
forsta sallning. Hur manga, vilka och i vilken ordning ska
resistensgenerna jamféras?

ant?

16ET500034

16ET500153

16ET500134

16ET500135

15ET500691

16ET500108

15ET500476

15ET500599

2008029

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

K. pneumoniae

E.coli

E.coli

K. pneumoniae

ESBL20150072 E. coli

Karolinska Solna Thorax

N14 IVA KP 2015 05
Karolinska Solna Thorax

N13 23 KP 2015 05
Karolinska S6S

Onkologi Vardavd 21 ~ KP 2015_05
Capio ASIH Nacka KP 2015 05

Karolinska Solna Thorax

N13 23 Unik
Karolinska Solna Thorax
N13 23 Unik

Karolinska Huddinge
ONH Oronmottagningen EC 2012_09

Unilabs AB klinisk

mikrobiologi EC 2012_09

Till Fohm 160420

Till Fohm 160420

Samma typ, annan
plats

Samma typ, annan
plats

Unik Thorax

Unik Thorax

Koppling VC 1 man
CARBA

Koppling VC 1 man
CARBA

ST 258

ST 744

ST-307
ST-307
ST-307
ST-307

blaCTX-M-15
blaCTX-M-15
blaCTX-M-15

blaCTX-M-15

blaSHV-12,
blaTEM-1C

blaCTX-M-15

ST-656
ST-45

ST-38 blaCTX-M-14b

blaCTX-M-14b,

ingen tet(D),

aminoglykosider

ST-38 skiljer sig
ST-258 blakPC-3
ST-744 blaCTX-M-55

Ja
CgMLST
CgMLST

Ja
Ja

CgMLST

CgMLST
Ja
Ja



Kontrollisolatet erh6ll samma resultat som det som var kant for

Isolatet sedan tidigare
En kolistinresistent E. coli stam, med mcr-1 fran Danmark

| | | |Pilotstudie

ESBL20150072 Human, ST-744
2015 ST744 bloodstream rmtB, aadAb,
aadAb5, blaCMY-2, blaCTX-M-55, infection StrA, strB,
blaTEM-1B, catAl, dfrAl7, floR, fosA, blaCMY-2,
mph(A), rmtB, strA, strB, sull, blaTEM-1B,
sul2, tet(A) blaCTX-M-55,
GyrA (S83L, D87N) ParC fosA, mph(A),
(E62 floR, catAl,
sul2, sull,

tet(A), dfrA17

Eurosurveillance, Volume 20, Issue 49, 10 December 2015
Hasman, Hammerum, Hansen, Hendriksen, Olesen, Agersg, Zankari, Leekitcharoenphon, Stegger, Kaas, Cavaco, Hansen,
Aarestrup, and Skov: Detection of mcr-1 encoding plasmid-mediated colistin-resistant Escherichia coli isolates from human
bloodstream infection and imported chicken meat, Denmark 2015 Detection of mcr-1 encoding plasmid-mediated colistin-resistant
Escherichia coli isolates from human bloodstream infection and imported chicken meat, Denmark 2015




Analys av NGS-data fran E. coli
Assembly utfors vid uppladdningen

O

enterobase.warwick.ac.uk/?logout=True 0O~ @ C Farosinom KUL - Inuti

I - Enterobase

Arkiv  Redigera Visa Favoriter Verktyg Hijilp

[ v [4] d= v Sidav Sikerhetv Verktyg~v @~ &l

EnteroBase

You have been logged out.

Available Databases

Salmonella

Strains:73070

Assembled
= Legacy:7177
- From NGS:60484
= In Progress:695

Schemes
= Achtman 7 Gene:67317
= cgMLST(3020) Beta:60193
- MLST:60192
- wgMLST:60191
= cgMLST V2:60184

Database Home

Escherichia/Shigella

Strains:51467
Assembled
= Legacy:8199
= From NGS:35131

= In Progress:1263

Schemes
= Achtman 7 Gene:42973
- wgMLST:34879
= cgMLST V1:34800
= MLST:34931

Database Home

2t A X R N

Yersinia
Strains:2711

Assembled
= Legacy:1151
= From NGS:1372
= In Progress:0

Schemes
= Achtman 7 Gene:2154
= McNally 7 Gene:1739
= wgMLST:1372
= cgMLST V1:1372
= rMLST:1372

Database Home

7.

Login Register Help v1.0.6

Moraxella catarrhalis

Strains:439

Assembled
= Legacy:420
= From NGS:13
= In Progress:0

Schemes
= Achtman 7 Gene:433
= tMLST:13

Database Home (5]

16:25

i)

2016-11-10




MLST

EnteroBase »
KUL_mikro & v Help v1.0.6

Escherichia/Shigella
Data - ’ Edit & ‘ View ‘ Analysis = | Workspace < | Experiment & ‘ Tools < ’ & 7 37 24 E3 © Workspace:Testl Rows Total:3 Filtered:3
Experimental Data | Achtman 7 Gene

# Species Home
Edit Mode: M &3 Y% *

Sl - Uberstrain o v ~» Name o Data Sourc... Source o Collection... Location o Lab Contac...| |ST o ST Comple... Lineage o S
MESC FA21 . 15ET500476  |@Uploaded Rea{@® 2015 & |OSweden Karolinska, S./ | |38 \ ST38 Cpix D
MESC FA21 . 15ET5005090  |@Uploaded Read@® 2015 & |Osweden Karolinska, s(_. 38 ) ST38 Cpix D
HMESC_FA21 . ESBL20150072 |@Uploaded Rea@ 2015 & |Osweden Karolinska, S\ | [744 / None

cgMLST

EnteroBase
KUL_mikro - v Help v1.0.6

Escherichia/Shigella
Rows Total:3 Filtered:3
/

Data - l Edit & ‘ View ©— } Analysis < | Workspace <> | Experiment < ‘ Tools < ‘ & 7 7 21 £3 © Workspace:Test1
Experimenta Dota

Edit Mode: M & % *

S & Uberstrain ¢ v ~» Name o Data Sourc... Source o Collection... Location o Lab Contac... Species o Serolo{ |® ST o
MESC_FA21.. 15ET500476  |@Uploaded Rea@® 2015 & [©Sweden Karolinska, S... [V v & 34533 \
MESC_FA21 . 15ET500590  |@Uploaded Rea@® 2015 & (©Sweden Karolinska, ... [V v D [34534 /
MESC FA21 . ESBL20150072 |{@Uploaded Read@® 2015 & [©Sweden Karolinska, S... [V v ® (33335

A



Minimum spanning tree (MST) av
cgMLST data fran E. col

Country

ST@r=>

230608

17 allelskillnader
mellan E. coli
CARBA isolaten
pa VC, 1 man
mellan




MRSA-pilot

(Sammanstallt av Hong Fang)

Stam Epidemiologisk information PFGE MLST SCCmec Typ
recombination
1 samma pat. som 3, 1:a MRSA i 2009 MRSA-09-01 ST-1 event
-epid. samband med 3 MRSA-09-28b ST-1 4
samma pat. som 1, MRSA isolat i 2011, andrad men
3 beslaktad PFGE fran 2 ar sedan (stam 1) MRSA-09-28b ST-1 4
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‘Isolat fran samma pat.

ZzZ
1 MRSA-09-01 ST-1, SCCmec: recomb. event
~——
| 3 \ MRSA-09-28D ST-1, SCCmec: 4
2 I MRSA-09-28D ST-1, SCCmec: 4
L
S~

Vardade tillsammans




Resistance
Stam Fenotyp genes/Mutations %ldentity Query/HSP length Predicted phenotype

v, mup >1024

Aminoglycoside resistance
Alternate name; ant(4')-Ia and

aadD 99.87 771/ 771 aadD2

CGE—

blaz 99.29 846 / 846 Beta-lactam resistance

Mutations Ciprofloxacin
gyrA (S84L)

grlA (S80Y), gyrA

(S84L)

grlA (S80Y + E84G),
gyrA (S84L)

Clindamycin (Inducible),
Genes Erythromycin

AleX - ermA

Genes Gentamicin
Genes Isoxazolyl penicillins

Genes Mupirocin

Genes Penicillinase-labile penicillins

@ @
Genes Trimethoprim K


https://alex.1928diagnostics.com/en/portal/7/
https://alex.1928diagnostics.com/en/portal/7/

Stam Provtag. datum PFGE MLST SCCmec Type

5 2011-12-15 MRSA-12-04 ST-228 1

6 2014-12-12 MRSA-12-04 ST-228 1




Stam  Epidemiologisk information PFGE MLST Comments SCCmec Type

7  samma pat. som 5970 MRSA-15-10 ST-5 4
andrad men beslaktad PFGE fran 3 man sedan (stam tpi: c-t 99.75% identity
8  5748) MRSA-15-37 ST-59  (CGE) 4




Stam Epidemiologisk information MLST SCCmec Type
9 USA300 ST-8 4
neonatal utbrott 2013
en av vanligast kloner i STO
Stam Stam information MLST SCCmec Type SpeciesFinder-1.2 Server - Results
10  "nuc-" MRSA ST-395 2 Species Confidence of result

Staphylococcus aureus PASS




Forslag till ett framtida analysflode

MRSA 1 Nivé 1 Niv4 2 Nivé 3
E. coli >
ESBL/ESBL-CARBA + tid och rum = SCCmec

epidemiologiskt (MRSA)

samband Resistengener
K. pneumoniae
ESBL/ESBL-CARBA l

Y, Olika = CgMLST

Olika =

SNP-analys
Analysen klar y

Analysen klar

Analysen klar




Hur kan resultaten svaras ut till kliniker? Och
till Vardhygien/ Smittskydd Stockholm?

MLST

MLST + viktiga resistensgener

Koppla ihop MLST och resistensgener med typ-beteckning (som
stammer med PFGE)

« Nackdel: lokal beteckning
« FoOrdel: Kan svaras precis som tidigare.

| vissa fall nar det finns behov att ga vidare med analysen:
cgMLST , wgMLST, SNP-analys




Vad aterstar att gora innan NGS kan
implementeras fullt ut for vara epidemiologiska
typningar? Pa kort sikt

*Mjukvara for assembly behover inforskaffas

Utbildning av personal i bioinformatik/ fa tillgang till
bioinformatiker med mikrobiologisk kompetens

Beslut om vilken/vilka databaser som ska anvandas for
avancerad analys

« Vanta pa Alex? Vad gor Fohm? Klarar databaserna som ar
gratis av att uppratthalla kvaliteten?

Skapa databas med representanter fran utbrott.

Definiera antal allelskillnader som kan accepteras i ett utbrott for
resp agens.

—+Besluta vad-som-ska rapporteras
A4 S | vl-l\.ll\.lvl W 1 WA



Onskemal pa langre sikt

Investera i NGS core-facilitet pa KUL
*Tillgang till bioinformatiker pa KUL

*Verka for nationell samordning och en databas for lagring och
utbyte av NGS-data. (Rapport fran projektet: "Samverkan for
effektiv smittsparning’)
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